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Die Erfindung betrifft: ein Verfahren zur Reinigung von Faktror 
VIII/vWF-Komplex aus einem biologischen Ausgangsmaterial mittels 
Kationenaustauscherchromatographie und stuf enweiser Elution, so- 
wie gereinig-ten Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hoch- 
molekularen vWF-Multimeren, enthait- 

Im Plasma zirkuliert der von Willebrand-Faktor in einer Konzen- 
■tration von 5 bis 10 mg/l und zum groBten Teil in Form eines 
nicht-kovalent gebundenen Komplexes mit Faktor VIII. Im Kryo- 
prazipitat ist Faktor VIII/vWF-Komplex stark angereichert und 
kann daraus oder aus Plasma oder Plasmaf raktionen mit bekannten 
Fraktionierungsverf ahren isoliert warden. 

Bei der Hamophilie ist die Blutgerinnung durch Mangel an be- 
stimmten plasmatischen Blutgerinnungsf aktoren gest5rt. Bei der 
Hamophilie A beruht die Blutungsneigung ■ auf einem Mangel an Fak- 
tor VIII bzw. vWF ( phSnotypische HSmophilie). Die Behandlung der 
Hamophilie A erfolgt in erster Linie durch Ersatz des fehlenden 
Gerinnungsfaktors durch Faktorenkonzentrate z.B. durch Infusion 
von Faktor VIII oder Faktor VIII/vWF-Komplex . 

Fiir den Einsatz zur Therapie von Patienten mit Hamophilie A, 
aber auch von von Willebrand -Syndrom ist ein gereinigter Faktor 
VIII, komplexiert mit vWF, wiinschenswert (Berntorp, 1994, 
Haemostasis 24:289-297). Insbesondere wird immer wieder betont, 
daS in PrSparaten ohne oder nur einem geringen Gehalt an vWF, 
eine veriangerte Blutungszeit und eine geringe Faktor VIII :C- 
Halbwertszeit in vivo zu beobachten ist. Eine Normalisierung von 
vWF in vivo ist wichtig, um eine Konzentration von Faktor VIII 
im Plasma sowohl durch Reduktion der Faktor VIII-Eliminierungs- 
rate als auch durch Unterstiitzung der Freisetzung von endogenem 
Faktor VIII, aufrecht zu erhalten (Lethagen et al . , 1992, Ann. 
Hematol. 65: 253-259). 

Die DE 3 504 385 beschreibt die Durchfiihrung einer lonenaustau- 
scherchromatographie zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex, 
wobei der Faktor VIII-Komplex iiber Sulf atgruppen gebunden und 
rait Citratpuf fer , Calciumchlorid und NaCl-Gradient eluiert wird. 
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Der Faktror VIII/vWF-Komplex wird dabei mit einer Konzentration 
von 0,5 M NaCl vom Trager eluiert. 

Die EP 0 416 983 beschreibt die Gewinnung des Faktor VIII/vWF- 
Komplexes aus menschlichem Plasma durch eine Kombination aus 
Bariumchlorid- oder Aluminiumhydroxid-Failung und Anionen-Aus- 
tauscherchromatographie an DEAE-Fractogel . 

Harrison et al. (Thrombosis Res., 1988; 50, 295-304) beschreib-t 
die Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex durch Chromatographie 
an Dextran-Sulf at-Sepharose. 

Die EP 0 600 480 beschreibt: ein Auf reinigungsverf ahren ftir Fak- 
tor VIII/vWF-Komplex aus Vollplasma mittels kombinierter Anio- 
nenaustauscher/Kationenaustauscher-Chromatographie. Die Elution 
des an den Kationenaustauscher adsorbierten FVIII/vWF-Komplexes 
erfolgt dabei unter Verwendung eines Ca-haltigen Puffers mit 0,3 
M NaCl in einem pH-Bereich zwischen 6,6 bis 7,0- 

Die WO 96/10584 beschreibt ein Verfahren zur Gewinnung von hoch- 
reinem rekombinantem vWF mittels kombinierter Anionenaustau- 
scher/Heparin-Af f initatschromatographie und die EP 0 705 846 die 
Trennung zwischen hoch- und niedermolekularen Fraktionen von 
rekombinantem vWF mittels Heparin-Aff initatschromatographie . 

Die im Stand der Technik beschriebenen Faktor Vlll-Praparate 
enthalten zwar zum grOBten Teil das gesamte vWF-Multimerpattern, 
jedoch variieren sie im Anteil an hochmolekularen vWF (HMW-vWF) 
und niedermolekularen vWF (LMW-vWF) und weisen auch sogenannte 
Triplett-Strukturen auf, die auf einen proteolytischen Abbau, 
insbesondere von HMW-vWF, hinweisen. Die Stabilitat dieser Pra- 
parate ist dadurch oft begrenzt. 

Es wird immer wieder betont, daB Faktor VIII/vWF-Praparationen, 
enthaltend im wesentlichen HMW-vWF, moglicherweise einen guten 
EinfluB auf die Blutungszeit heitten, da sie die primSre Funktion 
des vWF, die Plfittchenagglutination, ausfuhren und eine hOhere 
Affinitat zu den Plattchenrezeptoren Glykoprotein IB und 
Ilb/IIIa haben als niedermolekulare vWF-Multimere. 
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Es besteht: ein Bedarf an einem Faktor VIII-Komplex mit einer 
ausreichenden spezifischen Aktivitat an Faktor VIII :C- und vWF- 
Aktivita-t. Ein Problem bei der Gewinnung eines solchen Komplexes 
ist insbesondere die Abtrennung von Molekiilen enthaltend nieder- 
molekulare vWF-Multimere und Anreicherung von Komplexen mit 
hoher spezifischer vWF-Aktivitat . 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es daher, einen Faktor 
VIII/vWF-Komplex mit einer verbesserten spezifischen Aktivitat 
und Stabilitat zur Verfiigung zu stellen. 

Ein weiteres Ziel ist es, ein Verfahren zur Gewinnung eines sol- 
chen Faktor VIII/vWF-Komplex zur Verfiigung zu stellen- Das Ver- 
fahren sollte sowohl fur die Reinigung von rekombinantem als 
auch plasmatischem Faktor VIII/vWF-Komplex einsetzbar sein. 

Erf indungsgemaS wird die Aufgabe dadurch gelost, daB ein Verfah- 
ren zur Gewinnung von Faktor VIII/vWF-Komplex zur Verfiigung ge- 
stellt wird, bei dem Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer Protein- 
lOsung an einen Kationenaustauscher gebunden wird und durch stu- 
fenweise, f raktionierte Elution Faktor VIII/vWF-Koraplex mit ver- 
besserter spezifischer vWF-Aktivitat gewonnen wird. Die Gewin- 
nung und Anreicherung von Faktor VIII/vWF mit verbesserter Akti- 
vitat und Stabilitat erfolgt insbesondere dadurch, da6 Faktor 
VIII/vWF-Komplex bei einer niedrigen Salzkonzentration gebunden 
wird, durch stufenweise Erhohung der Salzkonzentration Fraktio- 
nen enthaltend Faktor VIII/vwF-Komplex mit niedermolekularen 
vWF-Multimeren, inaktiven vWF-Abbauprodukten und unspezif ische 
Begleitproteine bei einer mittleren Salzkonzentration abgetrennt 
und Fraktionen enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbeson- 
dere hochmolekulare vWF-Multimere enthalt, bei einer h6heren 
Salzkonzentration gewonnen werden. 

Faktor VIII/vWF-Komplex wird iiblicherweise aufgrund seines sau- 
ren isoelektrischen Punktes ( lEP = 5,5 bis 6) und seiner daraus 
resultierenden negativen Netto-Ladung im schwach sauren bis ba- 
sischen Milieu iiber positiv geladene Anionenaustauscher aufge- 
reinigt. Es war daher aufgrund der bisher beschriebenen Verfah- 
ren zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex mittels positiv 
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geladener Anionenaustauscher nicht zu erwarten, daS Faktor 
VIII/vWF-Komplex ebenfalls bei einem pH-Wert, der oberhalb des 
lEP des Komplexes liegt, und niedriger Salzkonzentration an eine 
negativ geladene Gelmatrix eines Ka-tionenaustauschers bindet und 
von dieser durch ErhOhung der Salzkonzentration selektiv eluier- 
bar ist. Es war ebenfalls nicht zu erwarten, daB durch stufen- 
weise Elution bei einer Salzkonzentration von ungefahr zwischen 
> 250 mM und £ 300 mM unspezif ische Begleitproteine, inaktive 
vWF-Abbauprodukte, Komplexkomponenten mit geringer spezifischer 
Aktivitat, Faktor VIII/VWF-Komplex enthaltend niedermolekulare 
vWF-Multimere, nicht- komplexierter oder nur schwach gebundener 
Faktor VIII und freier Faktor VIII eluiert werden und bei einer 
Salzkonzentration von > 300 mM insbesondere Faktor VIII/vWF- 
Komplex mit hochmolekularen vWF-Multimere erhalten werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt , daB mit 
dem erf indungsgemaflen Verfahren, ausgehend von einem unreinen 
biologischen Material, gereinigte Fraktionen erhalten werden, 
die im wesentlichen frei von kontaminierenden Nukleinsauren 
sind. Dadurch werden durch das Verfahren auch Nukleinsauren aus 
ProteinprSparationen entfernt. Dieser Effekt kann mit herkOmmli- 
chen Verfahren mittels Anionenaustauscher nicht gezeigt werden, 
da Nukleinsauren aufgrund ihrer negativen Ladung an den Anionen- 
austauscher binden, sich durch Erhohung der Salzkonzentration 
wieder vom Anionenaustauscher ablosen und ins Eluat gelangen. 

Bei der Reinigung des Faktor VIII/vWF-Komplexes ist insbesondere 
zu beachten, daB, bedingt durch die GroBe des vWF von 500 000 
bis mehrere Millionen, nur solche TrSgermaterialien gute Reini- 
gungen und Ausbeuten lief em, die den Faktor VIII/vWF-Komplex in 
der Diffusion und Verteilung in den verwendeten Tragermateria- 
lien nicht behindern. Bei der Durchfuhrung des erf indungsgemSBen 
Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex mit hoher 
spezifischer Aktivitat mittels Kationenaustauscher wird nicht 
nur eine Gelmatrix verwendet, die eine hohe Beladungskapazitat 
besitzt, robust in der Handhabung ist und ein scharfes Elutions- 
profil zeigt, sondern die sich auch im industriellen MaBstab 
okonomisch einsetzen laBt. Damit wird das erf indungsgemaBe Ver- 
fahren insbesondere fiir die Gewinnung von gereinigtem Faktor 
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VIII/vWF-Komplex im groStechnischen Ansatz interessant. 

Zur Durchfiihrung des Verfahrens kann Jeder bekannte Kationenaus- 
tauscher eingesetzt werden, wobei Kationenaustauscher mit einem 
Sulfopropyl- Oder Carboxyme-thyl-Gruppen konjugierten Trager be- 
vorzugt sind. Als gut geeignet haben sich zum Beispiel SP- 
Sepharose® Fast Flow und CM-Sepharose® Fast Flow (Pharmacia), 
Fractogel® EMD-S03 und Fractogel® EMD COOH (Merck), Poros® 10 SP 
und Poros® 10 S (Perseptive Biosystems) und Toyopearl" SP 550 C 
und Toyopearl™ CM- 6 50 (M) ( TosoHaas ) erwiesen. 

Als besonders gunstig fiir die Gewinnung von gereinigtem vWF hat 
sich ein grofiporiges Gel mit Tentakelstruktur vom Typ Fractogel® 
EMD-S03 und Fractogel® EMD COOH (Merck) erwiesen. 

Die Adsorption des Faktor VIII/vWF-Komplexes an den Kationenaus- 
tauscher erfolgt vorzugsweise bei einer Salzkonzentration im 
Puffer von < 250 mM. Durch stufenweise Erhohung der Salzkonzen- 
tration im Puffer kann selektiv Faktor VIII/vWF-Komplex enthal- 
tend insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere bei einer Salz- 
konzentration von > 300 mM, vorzugsweise > 350 mM eluiert wer- 
den. Faktor VIII/vWF-Komplex enthaltend niedermolekulare vWF- 
Multimere und proteolytische vWF-Abbauprodukte, die in der Pro- 
teinlosung enthalten sind und die eine geringe spezifische Akti- 
vitat in bezug auf die vWF-Aktivitat , insbesondere auf die 
Ristocetin-Kof aktor-Aktivitat, die Kollagenbindungsaktivitat und 
die spezifische Piattchenagglutinationsaktivitat aufweisen, so- 
wie freier Faktor VIII :C werden bei einer Salzkonzentration zwi- 
schen > 250 mM und < 300 mM, vorzugsweise bei 300 mM vom Katio- 
nenaustauscher eluiert und gegebenenf alls gewonnen. Diese Frak- 
tion kann zur weiteren Reinigung beispielsweise von Faktcir 
VIII :C, der insbesondere frei ist von plattchenagglutinierender 
vWF-Aktivitat , eingesetzt werden. 

Die Adsorption und Desorption des Faktor VIII/vWF kann in einem 
Puffer, enthaltend als Salz ein ein- oder zweiwertiges Metall- 
ion, erfolgen, wobei als Salz vorzugsweise NaCl verwendet wird. 



Im erf indungsgemSBen Verfahren wird als Puffersystem zur Elution 
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der an den Kationenaustauscher gebundenen Proteine eine Puf fer- 
losung bestehend aus Puf f ersubstanzen, insbesondere Glycin, 
Phosphatpuffer oder Citratpuf f er , und Salz verwendet. 

Der Elutionspuf fer kann einen pH-Wert im Bereich zwischen 4,5 
bis 8,5, vorzugsweise zwischen > 7,0 und < 8,5 aufweisen. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren kann als Batch-Verf ahren oder als 
Saulenchromatographie durchgef iihr-fc werden . 

Die optimalen Parameter wie Salzkonzentration, pH-Wert und Tem- 
peratur zur Durchfuhrung des erf indungsgemaSen Verfahrens sind 
jedoch jeweils abhangig vom verwendeten Kationenaustauschermate- 
rial. Es liegt jedoch im allgemeinen Wissen eines Fachmannes, 
die im Rahmen der vorliegenden Erfindung offenbarten Bedingungen 
zur Durchfuhrung des Verfahrens, fur den jeweilig eingesetzen 
Kationenaustauschertyp zu optimieren. 

Durch das erf indungsgemaBe Verfahren wird insbesondere ein Fak- 
tor VIII/vWF-Koraplex gewonnen und angereichert, der insbesondere 
hochmolekulare vWF-Multimere enthalt. 

Die gewonnene Faktor VIII/vWF-Komplex-Fraktion ist im wesentli- 
chen frei von niedermolekularen vWF-Multimeren, vWF-Fragmenten 
mit geringer spezifischer Aktivitat und kontaminierenden Nukle- 
insauren. 

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung yon gereinigtem Faktor 
VIII/vWF-Komplex mit dem erf indungsgemaflen Verfahren kann jede 
Faktor VIII-Komplex-haltige Losung eingesetzt werden. Ausgangs- 
materialien sind insbesondere biologische Materialien, wie Plas- 
ma, eine Plasmaf raktion, Kryoprazipitat , oder ein Uberstand oder 
ein Extrakt einer rekombinanten Zellkultur. 

Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Losungen kdnnen jedoch auch an- 
gereicherte Proteinlosungen sein, die durch einen vorangegange- 
nen Schritt etwa iiber Gelf iltration, Anionenaustauscherchromato- 
graphie, Af f initatschromatographie oder einer Kombination davon, 
vorgereinigt oder angereichert sind. 



GeinaB einer besonderen Ausf iihrungsf orm des erf indungsgemSBen 
Verfahrens wird als Ausgangsl5sung eine viber einen Anionenaus- 
tauscher angereicherte Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion 
eingesetzt. Bei der anschlieSenden Kationenaustauscherchromato- 
graphie erfolgt dann eine Reinigung und Trennung von Faktor 
VIII/vWF-Komplex enthaltend hochmolekulare bzw. niedermolekulare 
vWF-Multimere- Es sind Jedoch auch andere Kombinationen, wie 
etwa Af f initats-ZKationenaustauscher-Chromatographie, Anionen- 
austauscher-/Af f ini1:ats-/Kationenaustauscherchroinatographie mog- 
lich, uin eine Anreicherung und selektive Gewinnung von Faktor 
VIII/vWF mit verbesserter spezifischer Aktivitat und Stabilitat 
zu erreichen. 

Mit dem oben beschriebenen erf indungsgemaBen Verfahren wird 
Faktor VIII/vWF mit verbesserter spezifischer Aktivitat aus 
einem unreinen Faktor VIII/vWF-haltigen Material vielfach ange- 
reichert . 

Da prinzipiell jedes biologische Material mit infektiosen Keimen 
kontaminiert sein kann, wird zur Herstellung eines virussicheren 
Praparates die gewonnene Faktor VIII/vWF-haltige Fraktion zur 
Inaktivierung bzw. Abreicherung von Viren behandelt. Dazu konnen 
alle aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren, wie che- 
misch/physikalische Methoden, Inaktivierung durch Kombination 
einer photoaktiven Substanz und Licht oder Abreicherung durch 
Filtration eingesetzt werden. Zur Inaktivierung von Viren eignet 
sich insbesondere eine Hitzebehandlung in L6sung bzw. in festem 
Zustand, welche sowohl lipidumhiillte als auch nicht-lipidumhull- 
te Viren verlasslich inaktivieren kann. Die Virusabreicherung 
erfolgt vorzugsweise durch eine Filtration uber Nanofilter. 

GemSB einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ge- 
reinigten Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmoleku- 
lare vWF-Multimere enthalt, erhaltlich aus einer Faktor VIII/ 
vWF-haltigen Lbsung durch Kationenaustauscherchromatographie zur 
Verftigung. Faktor VIII/vWF mit erhdhter spezifischer vWF-Aktivi- 
tat von vorzugsweise mindestens 66 U/mg Protein und erh5hter 
spezifischer Faktor VIII-Aktivitat von vorzugsweise mindestens 
500 U/mg Protein wird ausgehend von einem Ausgangsmaterial ent- 
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haltend u.a. Faktor VIII/vWF mat geringer Reinheit und niedriger 
spezif ischer Ak-tivitat: angereichert und Begleitproteine, insbe- 
sondere nicht oder schwach gebundener und damit freier Faktor 
VIII bzw. Faktor VIII-Komplex mit geringer vWF-Aktivitat, warden 
selektiv abgetrennt. Dadurch wird ein Faktor VIII/vWF-Komplex 
gewonnen, der hochmolekulare vWF-Multimere enthalt und im we- 
sentlichen frei ist von Faktor VIII-Komplex mit niedeirmolekula- 
ren vWF-Multimeren, vWF-Abbauprodukten^ nicht-komplexiertem Fak- 
tor VIII und mSglicherwsise Faktor Villa. Der erf indungsgemaSe 
Faktor VIII/vWF-Komplex weist aufgrund der selektiven Anreiche- 
rung von hochmolekularen vWF-Multimeren eine verbesserte Platt- 
chenagglutinationsaktivitat und eine erhohte Stabilitat auf . 

GemaB einem weiteren Aspekt wird ein Faktor VIII :C im wesentli- 
chen frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat , erhalt- 
lich aus einer Faktor VIII/vWF-haltigen Losung, durch Kationen- 
austauschchromatographie und stufenweise Elution bei einer Salz- 
konzentration zwischen > 200 mM und < 300 mM zur Verfiigung ge- 
stellt. 

Gemafi einem weiteren Aspekt wird eine gereinigte Preparation 
enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmole- 
kulare vWF-Multimere enthalt, oder Faktor VIII :C, im wesentli- 
chen frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat , zur Ver- 
fiigung gestellt 

Bei Gewinnung und Herstellung der erf indungsgemSSen PrSparation 
mit einem Ausgangsmaterial plasmatischen oder rekombinanten Ur- 
sprungs wird, wie oben beschrieben, zur Entfernung von infektio- 
sen Partikeln gegebenenf alls ein Virusabreicherungs/oder Inakti- 
vierungsverf ahren durchgef iihrt , wobei eine Virusinaktivierung 
und/oder Virusabreicherung prinzipiell vor oder nach jedem Rei- 
nigungsschritt ausgehend vom Ausgangsmaterial bis zur herge- 
stellten pharmazeutischen Zubereitung erfolgen kann. Damit ist 
die erf indungsgemaBe Preparation in jedem Fall virussicher und 
frei von infektiosem Material. 

Ein weiteres Kriterium fiir die Reinheit und geringe Infektidsi- 
tat eines Produktes ist auch die Abwesenheit von kontaminieren- 
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den Nukleinsauren. Die erf indungsgemaSe Prapara-tion ist daher im 
wesent lichen frei von Nukleinsauren. "Im wesentlichen" bedeutet 
hier, daB der Gehalt an Nukleinsaure < 0,7 bezogen auf das Ver- 
haitnis 260/280 nm ist. Die NukleinsSure kann jedoch auch gemafi 
einem Verfahren, wie es beispielsweise in der EP 0 714 987 und 
der EP 0 714 988 beschrieben wird, quantif iziert werden. 

GemaS einem weiteren Aspekt liegt: die erf indungsgemSBe Prapara- 
tion in einer lagerstabilen Form vor. Die Praparation enthaltend 
gereinigten Faktor VIII/vWF mit verbesserter spezifischer vWF- 
Aktivitat kann als fertige Ldsung, Lyophilisat oder tiefgefroren 
bereitgestellt werden. Aufgrund ihrer Reinheit ist die Prapara- 
tion besonders stabil. Es hat sich gezeigt, da6 die erfindungs- 
gemSBe Praparation bei -20 "C fiir mindestens 6 Monate, bei 4°C in 
L5sung fiir mindestens 4 Wochen und als Lyophilisat fiir minde- 
stens 1 Jahr stabil ist. Es zeigte sich, daB innerhalb des je- 
weiligen Zeitraumes die Faktor VIII/vWF-Aktivitat um maximal 10% 
reduziert wird und das Multimermuster der vWF-Multimere keine 
wesentliche Anderung zeigt. 

Die Formulierung der erf indungsgemaBen Praparation kann in an 
sich bekannter und iiblicher Weise erfolgen. Der gereinigte Fak- 
tor VIII/vWF, enthalten in der erf indungsgemaBen Praparation, 
wird mit einem Puffer enthaltend Salze, wie NaCl, Trinatrium- 
citratdihydrat und/oder CaClg, und Aminosauren, wie Glycin und 
Lysin, bei einem pH im Bereich von 6 bis 8 gemischt und als 
pharmazeutisches PrSparat formuliert. 

Die Praparation kann zur Herstellung eines Arzneimittels zur Be- 
handlung von Patienten mit Hamophilie, phanotypischer HSmophilie 
und vWD verwendet werden. 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele und der 
Zeichnungsf iguren naher erlautert, wobei sie jedoch nicht auf 
diese Ausf uhrungsbeispiele beschrankt ist. 

Es zeigen: 



Figur 1: vWF-Multimer-Analyse von Faktor VIII/vWF-Komplex aus 



- 10 - 

KryoprSzipitat vor und nach Reinigung mit Kationen- 
austauscher 

Figur 2: vWF-Mult:imer-Analyse von Faktor VIII/vWF-Komplex aus 
Kryoprazipitat: vor und nach Reinigung mittels kombi- 
nierter Anionen/Kationenaustauscheirchromatographie 

Beispiel 1 beschreibt die Reinigung von plasmatischem Faktor 
VIII/vWF-Komplex durch Ka-tionenaustauscherchromatographie und 
stufenweiser Elution; Beispiel 2 beschreibt die Reinigung von 
Faktor VIlI/vWF-Komplex durch Kombination von Anionen-/Kationen- 
austauscherchromatographie und stufenweiser Elution vom Katio- 
nenaustauscher; Beispiel 3 beschreibt die Reinigung von rvWF/ 
rFak tor VIII -Komplex mittels Kationenaustauscher . 

Beispiel 1: 

Reinigung von plasmatischem FVIII -Komplex durch Kationen- 
Austauscherchromatographie 

Kryoprazipitat aus humanem Plasma wurde in Natrium-Acetat-Puf- 
fer, pH 7, aufgelost und es wurden 20 Einheiten Heparin pro ml 
Losung zugegeben. Pro 1 g Kryoprazipitat wurden 0,25 ml 2% 
Al( OH) 3 -Suspension zugegeben, und ftir 30 Minuten inkubiert. An- 
schlieBend wurde fur 20 Minuten bei 10000 RPM zentrifugiert , urn 
ein triibungsfreies Kryoprazipitat zu erhalten. 

Eine Chromatographiesaule wurde mit Fractogel® EMD-S03 gefullt 
und mit Puffer (30 mM Glycin-NaCl-Puf f er ) gespiilt . AnschlieBend 
wurde aufgel5stes Kryoprazipitat durch die Kationenaustauscher- 
saule filtriert und im DurchfluB wurden solche Proteine erhal- 
ten, die nicht an den Austauscher binden ( Fraktion 1). Unspezi- 
fisch gebundene Proteine wurden durch Spiilen der Saule mit 0,3 M 
NaCl in Puffer entfernt (Fraktion 2). AnschlieBend wurde FVIII/ 
vWF-Komplex von der Austauschersaule durch Elution mit 0,4 M 
bzw. 0,5 M NaCl eluiert (Fraktion 3 bzw. Fraktion 4). 

Aus der Tabelle 1 ist ersichtlich, daB sowohl vWF als auch FVIII 
durch den Kationenaustauscher gebunden wurden. Durch Spiilen der 
Kationenaustauschersaule mit 0,3 M NaCl (Fraktion 2) wurden kein 
vWF und nur 10 % der FVIII-AktivitSt erhalten. Durch diese Elu- 
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-tionss-tufe wurde der FVIII, der nicht als Komplex mit funktio- 
nell aktivem vWF vorlag, abgetrennt. Durch anschlieSende Desorp- 
tion mit 0,4 M NaCl (Fraktion 3) wurde FVIII/vWF-Komplex erhal- 
ten, der etwa 20 % des funktionell aktiven vWF und etwa 30 % der 
Gesamtmenge an FVIII enthielt. Der restliche FVIII-Komplex wurde 
anschlieBend mit 500 mM NaCl vom Kationenaustauscher eluiert 
(Fraktion 4). Fraktion 4 enthielt Faktor VIII/vWF-Komplex, der 
80 % der vWF-Aktivitat und 50 % der FVIII-Aktivitat ausgehend 
vom Kryoprazipitat beinhaltet. Durch die Kationenaustauscher- 
chromatographie kara es zu einer 20-fachen Reinigung von FVIII 
(spezifische Aktivitat: 12 lU FVIII :C/mg Protein) gegeniiber 
Kryoprazipitat bzw. zu einer 350-fachen Auf reinigung von FVIII 
bezogen auf Plasma (Fraktion 4). Aus der Fraktion 3 kann FVIII 
gewonnen werden. 

Figur 1 zeigt die vWF-Multimer-Analyse von Faktor VIII/vWF- 
Komplex vor und nach Reinigung mit Kationenaustauscher, wobei 
Spur A das vWF-Multimermuster des Kryoprazipitats , Spur B des 
300 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, Tabelle 1), Spur C des 400 mM 
NaCl-Eluats (Fraktion 3, Tabelle 1) und Spur D des 500 mM Eluats 
(Fraktion 4, Tabelle 1) darstellt. Aus Figur 1 ist ersichtlich, 
dafl durch die Kationenaustauscherchromatographie ein Faktor 
VI I I /vWF- Komplex mit hochmolekularen vWF-Multimerstruktur erhal- 
ten wird. Faktor VIII/vWF-Koraplex enthaltend niedermolekulare 
vWF-Mul timers wird entweder nicht an den Kationenaustauscher 
gebunden (Fraktion 1) oder bei der Elution mit 0,3 M NaCl abge- 
trennt ( Fraktion 2 ) . 

Tabelle 1 Reinigung von FVIII/vWF-Komplex aus Kryoprazipitat 
mittels Kationenaustauscherchromatographie 





vWF :Ris to-CoF-Aktivitat 
(U/ml) 


FVIII : C-Aktivitat 
(U/ml) 




2 , 2 


J 


Fraktion 1 
(Nich-t g'sbujid.sn. ) 


0 


; 


Fraktion 2 

(Eluat 300 mM NaCl) 


0 


0,1 


Fraktion 3 

(Eluat 400 mM NaCl) 


1, 8 


3,6 


Fraktion 4 

{Eluat 500 mM NaCl) 


1,8 


1,5 



Beispiel 2: 

Reinigung von plasmatischem FVIII/vWF-Komplex durch Kombina-tion 
von Anionen-/Kationenaustauscherchromatographie 

Kryoprazipita-t aus humanem Plasma wurde in einem Puffer aus 7 mM 
Tris, 100 mM Na-Acetat, 100 mM Lysin, 120 mM NaCl bei pH 6,7 
aufgel5st. Zur Vorbehandlung wurde Al(0H)3 eingeruhrt. An- 
schlieBend wurde der Niederschlag durch Zentrif ugation abge- 
trennt - 

Auf diese Weise vorbehandeltes Kryoprazipitat wurde auf eine 
Saule Fractogel® EMD-TMAE aufgetragen. Nicht gebundene Proteine 
wurde durch Spulen der SSule mit Losungspuf fer erhalten (Frak- 
tion 1). Diese Fraktion 1 enthielt 60 % der vWF-Aktivitat , je- 
doch nur 10 % der FVIII-Aktivitat . Durch Elution der Saule mit 
400 mM NaCl (Fraktion 2) wurde anschliefiend FVIII/vWF-Komplex 
erhalten. Fraktion 2 enthielt die restliche vWF-AktivitSt und 
70 % der FVIII-Aktivitat ausgehend vom Kryoprazipitat. 

Tabelle 2 Reinigung von FVIII -vWF-Komplex durch Kombination 

von Anionen- und Kationenaustauscherchromatographie 



Probe 


VWF:RistoCoF-Aktivitat 
(U/ml) 


FVIII:C Aktivitat 
(U/ml ) 


Kryoprazipitat 


12,5 


12, 2 


Fraktion 1 
(nicht gebunden) 




0 7 


Fraktion 2 
(Eluat 400 mM NaCl) 


2 , 5 


14, 5 



Der FVIII/vWF-Komplex der Fraktion 2 wurde mit 20 niM Glycin/ 
NaCl-Puffer 4-fach verdiinnt:, und anschlieSend auf eine Ka-tionen- 
austauschersaule Fractogel® EMD-S03 aufgetragen. Nicht-bindende 
Proteine wurden in der Fraktion 1 erhalten. Schwach gebundene 
Proteine wurden durch Spiilen der Saule mit 200 mM NaCl entfernt 
(Fraktion 2). AnschlieBend wurde stufenweise mit 400 mM NaCl 
(Fraktion 3) und 500 mM NaCl (Fraktion 4) eluiert. In den Frak- 
tionen 3 und 4 wurden jeweils 45 % der vWF-Aktivitat und 55 % 
bzw. 40 % der FVIII-AktivitSten gefunden. 



Tabelle 3 Reinigung von FVIII/vWF-Komplex durch Kombination 

von Anionen- und Kationenaustauscherchromatographie 



Probe 


vWFrRistoCoF Aktivitat 
(U/ml) 


FVIIIrC Aktivitat 
(U/ml) 


Ausgang 


0 , 63 


3,6 


Fraktion 1 
(nicht gebunden) 


0 


0 


Fraktion 2 
(Eluat 200 mM NaCl) 


0 


0 


Fraktion 3 
(Eluat 400 mM NaCl) 


0,3 . 


2, 26 


Fraktion 4 

(Eluat 500 mM NaCl) 


0 , 25 


1,43 



Aus der Tabelle 3 ist ersichtlich, daS sowohl vWF als auch FVIII 
durch den Kationenaustauscher gebunden werden. Durch Spiilen der 
KationenaustauschersSule mit 0,2 M NaCl (Fraktion 2) wurde kein 
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aktiver vWF und kein.FVIII gefunden. Der FVIII/vWF-Komplex wurde' 
anschliefiend in den Fraktionen 3 und 4 eluiert . 

Wahrend die spezifische Aktivitat des FVIII:C im Kryoprazipitat 
0,59 U/mg Protein betrug, betragt die spezifische Aktivitat desT' 
FVIIIrC in den Fraktionen 3 und 4 500 U/mg Protein bzw. 477 U/mg' 
Protein. Die spezifische Aktivitat des vWF stieg ausgehend von 
Kryoprazipitat 0,6 U/mg Protein auf 66 U/mg Protein und 83 U/mg 
Protein in den Fraktionen 3 und 4. 

Figur 2 zeigt die vWF-Mul timer-Analyse von Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex vor und nach Reinigung mit kombinierter Anionen-/Kationen- 
austauscherchromatographie, wobei die Spuren a bis c die Chroma- 
tographie am Anionenaustauscher und die Spuren d bis g am Katio- 
nenaustauscher zeigen. Fig. 2 zeigt in Spur a das vWF-Multimer- 
muster des Kryoprazipitats, Spur b des Durchlaufs ( Fraktion 1, 
Tabelle 2), Spur c des 400 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, Tabelle 

2) , Spur d des 400 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, Tabelle 2) vor 
Kationenaustauscher, Spur e des 200 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, 
Tabelle 3), Spur f des 400 mM NaCl-Eluats (Fraktion 3, Tabelle 

3) und Spur g des 500 mM NaCl-Eluats (Fraktion 4, Tabelle 3). 

Beispiel 3: 

Reinigiing eines r-vWF/r-FVIlI-Komplexes mittels Kationenaus- 
tauscher chromatographie 

1000 ml eines Zellkulturuberstandes , enthaltend rekombinanten 
rFVIII/rvWF-Komplex, wurden auf eine Saule, gefiillt mit 20 ml 
Fractogel® TSK-S03, aufgetragen. Nach dem Waschen der Saule mit 
Puffer, pH 7,4, mit 250 mM NaCl, wurde der gebundene rFVIII/ 
rvWF-Komplex mit einem Puffer, pH 7,4, mit 600 mM NaCl eluiert. 
In Tabelle 4 sind die Ergebnisse dieses Saulenlaufes darge- 
stellt. 

Tabelle 4 Reinigung von rekombinanten rFVIII/rvWF-Komplex 
mittels Kationenaustauscherchromatographie 



Probe 


FVIII:C Aktivitat 
(U/ml) 


vWF : RistoCoF- Aktivitat 
(U/ml) 


Ausgang 


2,3 


0,1 


Durchf luS 


0,1 


0 


250 mM NaCl-Eluat 


0,2 


0 


600 mM NaCl-Eluat 


85 


4,4 



Das Beispiel zeigt, daS ein Komplex bestehend aus rekombinantem 
FVIII und rekombinantem vWF (der normalerweise wShrend der Fer- 
mentatrion von rekombinantem FVIII anfallt) an einen Kationenaus- 
tauscher bindet und selektiv durch Erhohung der Salzkonzentra- 
tion, von Begleitproteinen getrennt, eluiert werden kann. 



In dem Beispiel wurde ein rFVIII/rvWF-Komplex mit einer spezifi- 
schen FVIII -Aktivitat von 130 U/mg Protein in einer Ausbeute von 
75% erhalten. Dies entspricht einem Reinigungsf aktor von 28 fiir 
diesen Schritt. Die spezifische Aktivitat des r-vWF hangt stark 
von der QualitSt des exprimierten r-vWF ab. In diesem Fall lag 
sie bei 7 U/mg im Eluat, was einem Reinigungsf aktor von 35 ent- 
spricht. 

Durch Variation des rFVIII/rvWF-Verhaltnisses im Ausgang, oder 
durch AnschlieBen eines weiteren chromatographischen Schrittes, 
kann die spezifische Aktivitat des FVIII :C noch weiter verbes- 
sert werden. 



Pa-tentanspriiche 



1. Verfahren zur Gewinnung von Faktor VIII/vWF-Komplex, dadurch 
gekennzeichnet, daB Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer Proteinld:-^ 
sung an einen Kationenaustauscher gebunden und durch strufenweisa 
Elution Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmolekulare. 
vWF-Multimere enthalt, gewonnen wird. 

2. Verfahren nach einem der Anspriiche 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB Faktor VIII/vWF-Komplex bei einer Salzkonzentration von 

< 250 mM an einen Kationenaustauscher gebunden wird und Faktor 
VIII/vWF-Komplex, enthaltend niedermolekuare vWF-Multimere, Fak- 
tor VIII frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und 
Faktor VIII :C bei einer Salzkonzentration zwischen > 250 mM und 

< 300 mM eluiert und gewonnen werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere, durch stufenweise Fraktionierung bei einer Salz- 
konzentration von > 300 mM, vorzugsweise > 350 mM gewonnen wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion gewonnen wird, die ins- 
besondere frei ist von niedermolekularen vWF-Multimeren und vWF- 
Abbauprodukten, nicht-komplexierten, oder schwach an vWF gebun- 
denem Faktor VIII und kontaminierenden Nukleins^uren . 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Elution der Polypeptide vom Kationenaustau- 
scher in einem Puffersystem rait einem pH-Wert im Bereich zwi- 
schen 4,5 und 8,5, vorzugsweise > 7,1 und < 8,5 erfolgt. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Kationenaustauscher ein Sulfopropyl- oder 
Carboxymethyl-Gruppen konjugierte Trager ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein Faktor VIII/vWF-Komplex enthaltend insbeson- 



dere hochmolekulare vJWF-Multimere gewonnen wird- 



8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7 dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Faktor VIII/vWF-Komplex aus Plasma, einer Plasma- 
fraktion, Kryoprazipitat , dem zellfreien Uberstand oder Extrakt^ 
einer rekombinanten Zellkultur, oder einer angereicherten Protej- 
infraktion gewonnen wird. 

9. Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend insbesondere hochmoleku- 
lare vWF-Multimere, erhaltlich aus einer Faktor VIII/vWF-halti- 
gen L6sung durch Kationenaustauscherchromatographie. 

10. Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB er insbesondere frei ist von niedermolekularen 
vWF-Multimeren, inaktiven vWF-Abbauprodukten und Faktor VIII 
frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und von Faktor 
VIIIa-Aktivitat . 

11. Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB er eine spezifische vWF-Aktivitat von mindestens 
66 U/mg Protein und eine spezifische Faktor VIII-Aktivitat von 
mindestens 500 U/mg Protein aufweist. 

12. Faktor VIII :C im wesentlichen frei von plattchenagglutinie- 
render vWF-Aktivitat , erhaltlich aus einer Faktor VIII/vWF-hal- 
tigen Losung durch Kationenaustauscherchromatographie und stu- 
fenweise Elution bei einer Salzkonzentration zwischen > 200 mM 
und < 300 mM. 

13. Preparation enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex oder Faktor 
VIII :C gemaB einem der Anspriiche 11 oder 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS sie virussicher und frei von infektiosem Material 
ist. 

14. Preparation nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , daB 
sie in einer lagerstabilen Form vorliegt. 

15. Preparation nach einem der Anspriiche 13 oder 14, dadurch ge- 
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kennzeichnet , daB sie als pharmazeu'tisches Praparat formuliert 
ist. 

16. Verwendung einer Praparation nach einem der Anspruche 13 bis 
15 zur Herstellung eines Arzneimit-tels zur Behandlung von 
Patienten mit: Hamophilie A, phanotypischen Hamophilie und vWD. 



27. Feb. 1997 
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Zusammenfassung 



Beschrieben wird ein Verfahren zur Gewinnung von Faktor 
VIII/vWF-Komplex, welches sich dadurch auszeichnet, daS Faktor 
VIII/vWF-Komplex aus einer ProteinlOsung an einen Kationenaus- 
■tauscher gebunden und durch stufenweise Elution Faktor VIII/vWF 
Komplex, der insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere enthalt, 
gewonnen wird, sowie ein Faktor VIII/vWF-Komplex, erhaltlich 
mittels Kationenaustauscherchromatographie . 



Fig. 1. 




FIG. 



AKTEiMEXEMPUR 



PCX 



ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, daB die voriiegende 
Internationale Anmeldung nach dem Veitrag iibei-'die 
intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



- Vom Anmeldeamt auszufiillai — — 

Pi?/AT 98/00043 



Internationales Aktenzeichen 



27. FESRUAR1998 

[ntemationales Anmeldedatum \ •C-f. 



02. <^<S) 



Oaterreichischas Patentamt 

PCT International Application 

Name des Anmeldeamts und "PCT International Application' 



Aktenzeichen des Anmeldeis Oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max. 12 Ziichen) 33814 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex mittels 
Kationenaustauscher chroma tographie 



Feld Nr. n ANMELDER 



llMMUNO AktiengesellscJhaftJ 4=^5 
TThdustriestraBe 67, <^ \ 

A - 1221 Wien, Osterreich (AT) 



□ Diese Person ist 
gleichzeitig Erfmder 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



□ 



Feld Nr. HI WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; bei juristischen Personen voUstandige amtUche 
Bezekhnuns. Bei der Anschrift sind die Postleitzphl und der Name des Stoats anzueeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnfi angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wofmsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

MITTERER^ Artur 

A - 2304 Mannsdorf 116 

Osterreich (AT) 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 X 1 Anmelder und Erfinder i 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nichtnotig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

AT 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

AT 


Diese Person ist Anmelder i | alle Bestim- 1 1 allcBestirainungsstaatenmit Ausnahme rTT] nurdieVcreinigten 1 | dieimZusatzfeld 
fiirfolgendeStaaten: ] | raungsstaaicn I I der Vereinigten Staatcn von Araerika 1 1 Staaien von Amerika | | angegebenenStaaten 


I I Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfmder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. rV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit besteUt/ist bestellt worden, um fiir den (die) Anmelder Anwah 1 — 1 gemcinsamer 
vor den zustandigen intemationalen Behorden in folgender Eigenschafi zu handeln als: 1 1 1 1 Vertreter 


Name und Anschrift: fFamilienname,Vomame:beijuristischenPersonenvollsUindigeamtlicheBezeich}^ 
Bei der Anschrift sind die Posiieitwid und der Name des Siaais anzugeberL) 

SONN Helmut, PAWLOY Heinrich, WEINZINGER 
Arnulf, PAWLOY Peter, ALGE Daniel 
Riemergasse 14, 

A - 1010 Wien, Osterreich (AT) 


Telefonnr.: 

5-1-512 84 05 


Telefaxnr.: 

1-512 98 05 


Femschreibnr.: 


1 1 Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwait oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obigen Feld 
1 1 eine spezielle Zustellanschrift angegeben isL 



Formblati PCT/RO/lOl (BlaK 1) (Januar 1997; Nachdrxick Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Aruragsformular 



I 



H ^1 98/00043 



Blatt Nr. . 2 



Fortsctzung von Feld Nr. ffl WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keines derfolgenden F elder benutzt, so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufugen. 


Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die PostleitztM und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem teld in der Anschnft angegebene Stoat ist der Stoat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Slant des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

FISCHER^ Bernhard 

pjagerhausgasse "^H 

A - lJJiI_J*ireiT7---tyster^^c^ (ATA 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

(x 1 Anmelder und Erfmder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht nStig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsia (Staat): 


DiescPcRonistAninelder i 1 alleBestim- 1 1 aaieBestimmungsstaaienmitAusnahme rnn nurdieVeieinigttn 1 ] dieimZusatzfeld 

furfolgciideStaaien: | | mungsaaaien I | der Vereinigten Staaten von Amerika SiaateiJvonAmerika | | angegebenenStaaten 


Name und Anschrift: (Familieraiame, Vomame; bei juristischen Personen volbtdndige amtUche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die PostleitztM und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Stout ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

SCHONBERGER^Dyvind L. 

SchopenhauerstraBe 52/1, 

A - 1180 Wien, Osterreich (AT) 


Diese Person ist: 
\ \ nur Anmelder 

1 ^ 1 Anmelder und Erfinder 

] 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angabennichtnotig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

AT 


DiesePeisonistAnmelder i 1 alleBesum- 1 1 aUeBcstimmungsstaatenraitAusnahrae ftT] riurdieVereinigten 1 1 dieimZusatzfeld 

fiirfolgendeStaaten: | | mungsaaaten | | derVereinigtenStaatenvonAmerika SiaatcnvonAmerika 1 i angegebenenStaaten 


Name und Anschrift: (Fandlienneme, Vomame: bei juristischen Personen vollsteindige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Woimsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

THOMAS-URBAN^ Kathrin 
Kartauser straBe 149 

D - 79104 Freiburg, Deutschland (DE) 


Diese Person ist: 

1 1 nur Anmelder 

1 X 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
I— J angekreuzt, so sird die nachstehenden 
Angaben nicht notig. ) 


Staatsangehorigkeit fStaat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder i | alleBestim- 1 | alieBestimniungsstaatenmilAusnahme [771 nurdieVereinigten. | | dieimZusatzfeld 
furfolgendeStaaten; | | mungsstaaten | J der Vereinigten Staaien von Amerika |_£ij Staaten von Amerika | | angegebenenStaaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; bei juristischen Personen vollstdndige amiliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzphl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Stool ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

D0RN5R, Friedrich 

Peterlinigasse- 17^ 

A - 1230 Wien, Ssterreiefe- XAT) 


Diese Person ist: 
[ 1 nur Anmelder 

[x 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfmder (Wird dieses Kastchen 

I 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig. j 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder i [alleBestim- 1 1 alleBestimmtuigsstaatenmit Ausnahme rJT] nur die Vereinigten ( 1 die im Zusatzfeld 

rtirfolgendeStaaten: l_J mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika 1 1 Siaatfn von Amerika I I angegebenenStaaten 


1 X| Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblan PCT^O/lOl (Fortsetzungsblan) (Januar 1997; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



i 



mar 98/00043 



F rtsetzung von Feld Nr. m WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEiraRE) ERFINDER 



Wird keines der folgenden Felder benutzt, so ist dieses BlaU dent Antrag nicht beizufugen. 



Name und Anschrift: (Familienname. Vonvame: bei juristischen Personal voUstandige amtliche 
Beieichnmg. Bei der Anschrift sind die PostleiwM und der Name des Siaals anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnp angegebene Stoat ist der Stoat des Sitzes oder Wphnsitzes des 
Anmelders, safem nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

EIBL, Johann 

Gustav-Tschermak^«Ls,se 2 , 

A - 1180 Wien, Osterrelcfe- (AT) 



Dies£ Person ist: 
( I nur Anmelder 

I X I Anmelder und Etfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastcken 
angekreuzt, so sind die nachstekenden 
Angaben nicht niitig.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


DiesePcison ist Anmelder i 1 aUtBestim- | 1 alleBestimmungsstaatenmitAusnahnie r^Tl 

furfolgendeStaaien: | | mungssiaaten I | der Vercinigten Staaten von Ainerika 1 ^1 


nurdieVeieisigten ■ 1 j dieimZusatzfeld 
StaatenvoaAraerilca I 1 angegebeaeaStaaten 



Name und Anschiift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen voUstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die PostleitaM imd der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnfi angetebene^StOut ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, so/em nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 



L I NtJTttfyOCen d r a 
Lavendelwe( 
A - 1224 Wien 



der Staat des Sitzes oder Wofm 
egeb 




Diese Person ist: 
I I nur Anmelder 
|X \ Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt. so sind die nachstekenden 
Angaben nicht niitig.) 



StaatsangehSrigkeit (Staat): 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



liLl Sua 



Siaaten von Anieiilca 



□ 



dieimZusatzfeld 



Name und Anschrift (Familiemame, Vorname; bei^jurutischm Personen vollstatdige^amtlidie 

Itzes des 



ng. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. 
Feld in der Anschnft angegebene Stoat ist der Staat des Sitzes oder Wofmsitzi 
kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 




Diese Person ist: 
I I nur Anmelder 

|X I Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sird die nachstekenden 
Ang<d}en nicht notig. ) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Sta 


AT 


Diese Person ist Anmelder r~~| alleBesdm- r~~l alleSestimmungsstaatenmiiAusnahme 
furfolgendeStaaien: | | mungsstaaien | J der Vereinigten Staaten von Amerika 1^ 1 


nur die Vereinigten r~] dieimZusatzfeld 
Siaaten von Amerika | ! angegebenen Staaten 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 

in diesem Feld in der Anschnfi angegebene Stac' ' ' " — " '' ~ - — 

Anmelders, sofem rmchstehend kein Siaai des Si 



Diese Person ist: 

I I nur Anmelder 

I I Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstekenden 
Angaben nicht notig. ) 



Staatsangehorigkeit (Siaat): 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



□ 



( I Weiterc Anmelder und/oder (weitcre) Erfinder sind auf cinem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1997; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



f 
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BlattNr. ..A... 



Fcld Nr. V BESTEVIMUNG VON STAATEN 


Die folgendcn Bcsdmmungen nach Rcgel 4.9 Absatz a wcrdcn hicraiit vorgenommen f Use die aaspredienden fLasuhai wikraaen; wenigaens 
ein Kastchen mup angdaeuzj werden): 


Regionales Patent 

□ AP ARIPO-Patent: GH Oiana, GM Gambia. KE Koiia. LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan. SZ Swasiland, 
UG Uganda. ZW Simbabwe und jcder weitere Staat. der Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT isi 


□ EA Eurasiscbes Patent: AM Annenien, AZ Ascrbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan. MD Republik 
Moldau. RU Russische Fodwation, TJ Tadschikistan, TM Tuitanenistan und jeder weitere Staat. der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCTT ist 


El EP Europaisches Patent: AT Ostordch. BE Bclgicn, CH and LI Schweiz und Liechtenstein, DE Deutschland. 

PK Danemark, ES Spanien, FI Finnland. FR Frankreich. GB Vereinigtcs Kdnigreich. GR Griechenland. IE Iriand. 

IT Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederiande, FT Portu^, SE Schweden und jeder weitere Staat, der 

Vertragsstaat des Europaischen Paientubereinkonunens und des PCT ist 
□ OA OAPI-Patent: BF Buricina Faso, BJ Benin. CF Zentralafrikanische Republik, CG Kongo, CI Cote d'lvoire. 

CM Kflmcnin* GA Gsbun, GN Guinea, IVfL IVIR Msurctsiiicn NE Niger SN Scnegnl IT) Xschad XG Togo 

und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (fcdis eine andere Schuizrechtsart oder ein sonstiges 

Verfahren gewiinscht wird. bitte ai4 der gepunkteten Linie angeben) 


NztionalesP&tent(faIbeinewvlereSchiitzrechisaTtodereinsonstigesVeifahrengeyvunsck 


1 1 AT. Albanien 


□ 


LT Litauen 


□ AM Armenien 

□ AT Osterreich 


□ 
□ 


LU Luxemburg 
LV Lettland 




□ 


MD Republik Moldau 


Q Ascrbaidschan 
Lj •I'Jd oaroaaos 


□ 


MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 


□ BG Bulgarien 

[Zl BR Biasilien 


□ 
D 


MN Mongolei 


□ BY Belarus 




MX Mexiko 


EI CA Kanada 

1 ^ CH und LI Schweiz und Liechtenstein 


El 
□ 


NO Norwegen 


r~| CN China 


m 




□ CU Kuba 


I— 1 




(23 CZ Tschechische Republik 


Q 


RO Rumanien 


□ DE Deutschland 


m 


RU Russische Federation 


□ DK Danemark 


□ 


SD Sudan 


□ EE Estland 


□ 


SE Schweden 


□ ES Spanien 

□ FI Finnland 


□ 

m 
□ 
□ 


SG Singapur 


□ GB Vereinigtes Konigreich 

□ GE Georgien 

□ GH Ghana 


SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 


□ GM Gambia 


□ 


TM Turkmenistan 


□ GW Guinea-Bissau 




TR Turkei 


El HU Ungam 


□ 




□ ID Indonesien 


□ 




0 IL Israel 


□ 


UG Uganda 


□ IS Island 


Si 


US Vereinigte Staaten von Amerika 


E JP Japan 






□ KE Kenia 


□ 
□ 
□ 


UZ Usbekistan 




VN Vietnam 


□ KP Demokratische Volksrepublik Korea 


YU Jugoslawien 




n 


ZW .<;imhahwp. 


□ KR Republik Korea 

□ KZ Kasachstan 

□ LC Saint Lucia 

□ LK Sri Lanka 


Kastchen fiir die Bestimmung von Staaten (fiir die Zwecke eines 
nationalen Patents), die dem PCT nach der Verdffentlichung 
dieses Formblatts beigetreten sind: 

□ 


□ LR Liberia 


□ 




□ LS Lesotho 


□ 




Zusatzlich zu den oben genannten Bestiramungen nimmt der Aiimelder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 
PCT zulassigen Bestimmuneen vor mit Ausnahme der Bestimmunp von 

Der Anmelder erklart, dafi diese zusatzlichen Besiimmungen unter dem Vorbehalt einer Bestatigung stehen und jede zusatzliche 
Besiimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anmtlder zuriickg&nommengilUDieBestMgungeinerBestimmungeifolgtdurchdieEinreic^ 

und die Zahhmg der Bestimmungs- und der BestaiigungsgdjUhr. Die Bestatigung mufi beim Anmeldeami innerhaSb der Frist von IS Monaten eingehen. ) 



Formbiatt PCT/RO/IOl (Blatt 2) (Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 
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^..AT 9 8 / 0 0 0 4 3 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Weilerc Prioritacsampntche sind im Zusatzfeld angcgcben. | j 



Die PrioritSt der folgenden ftiiheren Anmeldung(en) wird hiennit beanspnicht: 



Staat 

(Anmelde- odtr 

itr Anmeldmg) 



Anmeldedatum 
(Tag/Mona!/Jahr) 



Aiuneldeamt 
(nur bei regionaler oder 
intemamnmer Anmeldung) 



27. Februar 1997 
(27.02.^97) AA 



Diesu Kastchen ankretaai, wenn die begbubigte fCopit derftuheren Anmeldmg von dem Ami ausgatellt werden soil, das fur die Zwecke dieserintemationden Anmeldm e 
' — '■'^amiist(eineGAShr kamveriangt werden): 

Das Anmelucaint wird hiennit ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in Zeile(n) 



□ 



bezeichneten friiheren Aiuneldung(en) zu ersteUen und dem Intennationalen Biiro zu ubennitteln. 



Feld Nr. VH INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der Internationalen Recherchenbehorde (ISA) ^Sinrfw-ei od«rmeAr//«errum"o^ 
RecherchenbehordenfUrdie irttemarionaU Recherche zustandig, ist der Name der Behdrdeamugeben, 

die die iraerruitioiuUe Recherche du;cltfiihrerisoU;Zweibuchstabeit'Cod^ ISA/ 

Friihere Recherche: Ausv^Uen, wenn eine Recherche (iniemationale Recherche, Recherche iniemationaler Art oder sonstige Recherche) bereits 

bei der intemationalen RecherchenbehSrde beantragt oder von ihr durchgefUhrt warden ist und diese BehSrde nun ersucht wird. die Internationale 

Recherche soweit wie moglick attf die Ergebnisse einer sokhen friiheren Recherche zu stUtzen. Die Recherche oder der Recherchenantrag ist durch 

AngabederbetreffendenAnineUung(bzw.derenUbersetzung)oderdesRecherchenmtragsiubez!eichtten. 

Staat (Oder regionales Amt): Datum (Tag/Monat/Jahr) : Akienzeichen: 



Feld Nr. Vm KONTROLLISTE 



Diese intemationale Anmeldung umfaBt: 



1. Antrag 


5 


Blatter 


2. Beschreibung 


18 


Blatter 


3. Anspriiche 


3 


Blatter 


4. Zusammenfassung 


1 


Blatter 


5. Zeichnungen 


2 


Blatter 


Insgesamt 


29 


Blatter 



Dieser intemationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

Blatt fur die Gebuhrenbere< 

Gesonderte Angaben zu 

legten Mikroorganismen 

3. I I Begriindung fiir das Fehlen 7. I I SequenzprotokoUe fur Nucleotide 
I — I der Unterschrift ' — • und/oder Aminosauren (Diskette) 



Nr. VI kennzeichnen): 



Postempf angschein 



der Zeichnungen (falls vorhanden) soil mit der Zusammenfassung veroffentlicht werden. 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Namejeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben,j£^m sich dies nicht eindeutig aus dem Antrag 
ergibt.inwelcherEigtnschaftdiePersonimterzeichnel - / ^ 

Renate Moldan 
(Lai.terin der Patentverwaltung) 



IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT 




iVif^ Daniel 
(Patentanwalt) 



- Vom Anmeldeamt auszufuUen - 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser #s -j t--^ p H'i A D 1QQQ /-y«/v ^ \ 2. Zeichnungen 

intemationalen Anmeldung: 2/. b H U A K 1330 9^ OJl . f^l J einge- 



3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachiraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser intemationalen Anmeldung: 



4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Actikel 1 1(2) PCT: 



□ nicht ein- 
gegangen: 



ISA/ 



Zahlung derTlecherchengebuhr auf^eschoben 



- Vom Intemationalen Biiro auszufuller 



1 6 MARCH 1998 



( 1 6. 03.98 ) 



Formblatt PCT/RO/101 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmcrkungen zu diesem Antragsforrmdar 



File copy 

PATENT COOPERATION TREATY 



PCT/AT98/00043 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 



(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 



Date of mailing (day/month/year) 
26 July 1999 (26.07.99) 



SONN, Helmut 
Riemergasse 14 
A-1010 Wien 
AUTRICHE 



Applicant's or agent's file reference 
R 33814 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International application No. 

PCT/AT98/00043 



international filing date (day/month/year) 
27 February 1998 (27.02.98) 



1. The following indications appeared on record concerning: 
j X| the applicant | | the inventor | | the agent 



I I the common representative 



Name and Address 

IIVIMUNO AKTIENGESELLSCHAFT 
Industriestrasse 67 
A- 1221 Wien 
Austria 



State of Nationality 
AT 



State of Residence 
AT 



2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
I I the person | X| the name | | the address | | the nationality | | the residence 



Name and Address 

BAXTER AKTIENGESELLSCHAFT 
Industriestrasse 67 
A-1221 Wien 
Austria 



State of Nationality 
AT 



State of Residence 
AT 



Facsimile No. 



3. Further observations, if necessary: 



. A copy of this notification has been sent to: 
X[ the receiving Office 
I the International Searching Authority 
I the International Preliminary Examining Authority 



the designated Offices concerned 
the elected Offices concerned 
other: 





Thelntemati nal Bureau of WIPO 
34. chennin des Colombettes 
1211 Geneva 20. Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer 

Jocelyne Rey-Millet 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 



